CONCENTRACION DE ANTIGENOS EN VACUNAS INACTIVADAS*

ANTIGENIC CONCENTRATION IN INACTIVATED VACCINES*

J. J. Callis**

El Dr. Acha me ha pedido que pre-

sente el tema "Concentracién de an-
tigenos en vacunas inactivadas".
Todos los datos que tengo sobre es-
te tépico han sido obtenidos del
Laboratorio de Enfermedades de los
Animales de Plum Island y de las
referencias que se citan. Espero
que alguno de los presentes pueda
aportar informacién adicional sobre
concentracién y purificacién del
virus aftoso para discutirla.
Igualmente recibiremos con agrado
cualquier comentario sobre concen-
tracién y purificacién de otros vi-
rus que son utilizados para vacu-
nas.

Tradicionalmente, hay mucha més
in formacién sobre concentracién y
purificacién de virus de las plan-
tas que de los animales. Esto se

* En la Reunién del Comité Cienti-
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de Fiebre Aftosa en los dias 8 al
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camos Callis y su
y en futuras
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Dr. Acha has asked that I discuss
"Antigenic concentration in inact-
ivated vaccines". All of the data
that I have on this subject relates
to foot-and-mouth disease virus
(FMDV) and has been obtained from
Plum Island Animal Disease Labora-
tory and the cited references. I
hope others of you who have ad-
ditional information on concentra-
tion and purification of FMDV will
discuss it. Those who have comments
on concentration and purification
of other viruses which are then
used for vaccine, hopefully will
agree to contribute that informa-
tion.

Traditionally there is much more
information available on the con-
centration and purification of
plant viruses than on animal

* At the Meeting of the Advisory
Committee of the Pan American Foot-
from the

several

and-Mouth Disease Center

8th-12th of November, 1971,
members have been asked to
topics, which served as an intro-
duction for later discussions with
the Center.

present

the scientific staff of
Considering these presentations of
importance and usefulness to
the
we publish Dr,

great
our colleagues on
working with FMD,
Callis’

into Spanish,

continent
paper and its translation
and in future issues
other papers will be presented.

ok Plum Island
U.S.A,

the
Animal Disease Laboratory,

Director of



debe a que desde un principio hubo
més posibilidades para producir en
cantidades virus de las plantas.
Es posible producir gramos de virus
de las plantas con unos pocos kilo-
gramos de tejidos huéspedes. Para
la mayoria de los virus animales
sé6lo en época reciente disponemos
de medios para producir 1 a 10 mi-
crogramos de virus por kilo de te-
jido humedo.

Los virus animales que han sido
concentrados, purificados y usados
como vacuna incluyen influenza,
poliomielitis, adenovirus y més re-
cjentemente rabia y sarampion.

Cuando se piensa en concentracion
y purificacién hay que tener en
cuenta el uso a que se destinara el
producto final. Esto nos permitird
decidir sobre el grado requerido de
pureza y sobre las pruebas de con-
trol de pureza que deben ser apli-
cadas. Por ejemplo, si el virus va
a ser usado en la produccién de an-
tisuero, debe estar libre de anti-
genos del huésped. Si va a ser usa-
do en microscopia electrdonica, debe
estar desprovisto de particulas due
tengan morfologia similar a la del
virus. Si va a ser utilizado en es-
tudios quimicos, debe estar libre
de otras proteinas y aminodcidos.
De un modo general, muchas prue-
bas de control de pureza son, en
realidad, pruebas de impurezas cuya
ausencia se admite como evidencia
de pureza. Después de la purifica-
cién es necesario demostrar que las
propiedades del virus no han varia-
do y, por ejemplo, que na ha habido
degradacién. Tales mediciones, como
la adsorcién del espectro U.V.,
porcentaje de la composicién de
proteinas,
cleétidos, o la tasa de sedimenta-
cién, realizadas en forma regular y
sistemidtica pueden dar indicacio-
nes sobre el producto que tenemos.

de aminodcidos o de nu-

This is because there were
means earlier to produce quantities
of plant viruses. It is possible to
produce grams of plant viruses 1n
only a few kilograms of host tis-
sue. For most animal viruses we
have had means only fairly recently
of producing only 1 to 10 micro-
grams of animal virus per kilogram
of wet tissue,

Animal viruses that have been
concentrated, purified and used as
vaccines include influenza, polio,
adeno viruses and more recently
rabies and measles.

- When one considers concentration

viruses.

‘or purification you should have

some use in mind for the final
product. This will allow you to
decide upon the required degree of
purity and also upon the tests for
purity that are to be applled ‘For
example, if the virus is to be used
to produce antiserum it should be
free of host-antigens. If it is to
be used for electron microscopy it
should be free of particles that
have similar morphology to the
virus. If it is to be used for
chemical study it should be free
of other proteins and amino acids.
In general though, most tests for
purity are in fact tests for im-
purities, the absence being taken
as evidence of purity. After purity
one must also show that the pro-
perties of the virus remailn the
same and for example, that degrada-
tion does not occur. Such measure-
ment as UV adsorption spectrum,
percentage of protein, amino acid
or nucleotide composition and
sedimentation rate conducted on a
regular or systematic basis will
tell you something about your
product.

Other tests or assays
infectivity or infection recovery,
serology, electron microscopy,

include



Otras ‘pruebas o ensayos incluyen
la infecciosidad o la recuperacién
de la infeccion, la serologia, la
microscopia electrénica, la zona de
difraccién de la luz y las curvas
de absorcién en funcién de la tem-
teratura (absorbence temperature
profiles). Si las propiedades que
se determinan con estas pruebas han
permanecido invariables después del
proceso de purificacién, se admite
que el virus ha sido purificado. Si
durante la conservacién, no perma-
necen invariables, se admite que la
preparacidén o no estaba pura desde
el inicio o estd perdiendo esa
condicién. Cuantas més pruebas se
puedan aplicar tanto mejor. Es ne-
cesario también analizar pruebas
entre cada etapa.

La mayoria de los que se dedican
a la concentracidén y purificacién
de virus coinciden en admitir que
es necesaria una abundante infor-
macién acerca del virus antes de
comenzar el proceso de concentra-
cién. Se necesita conocer bien sus
propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas. Seria oportuno mencio-
nar algunas de ellas referentes al
virus aftoso. El virus no tratado
(crudo)resistird a la congelacién y
descongelacién. En cambio, el virus
purificadoen solucién "buffer"” fos-
fatada no resistird, a menos que se
le adicione EDTA o glicerina al
50%. El virus aftoso es especial-
mente sensible a los medios acidos,
y no es aconsejable una exposicién
prolongada a un pH 8,0 o mayor. La
acidez descompone al virus en sus
componentes, proteina y 4cido nu-
cleico. En cambio, no es afectado
por las altas concentraciones mola-
res de cloruro de cesio, tliene una
isodensidad de 1,43 g/ml y puede
ser centrifugado a través de una

mezcla de cloroformo y octiol S de
densidad 1,09 g/ml.

light scattering zone and ab-
sorbence temperature profiles.
If the properties as determined
by these tests remain the same
as the virus 1s purified it 1is
taken as evidence of purification.
If on storage they do not remain
the same this may be taken as
evidence the preparation was not
pure to start with or it is break-
ing down. The more tests that can
be applied the better. It is also
necessary to assay between each
step.

Most all engaged in concentra-
tion and purification agree that
a great deal of information 1is
required about the virus before
one begins to concentrate it. Much
information 1s required about
its physical, chemical and biolo-
gical properties.\It might be well
to enumerate séme of these for
FMDV. Crude virus will withstand
freezing and thawing. Purified
virus in phosphate buffer will
not unless 1t is kept in the
presence of EDTA or 50% glycerin.
FMDV is especially sensitive to
acid conditions and extended ex-
posure to pH 8.0 and higher is also
not advisable. Acid degrades the
virus into its protein and nucleic
acid components. It is not af-
fected by high molar concentra-
tions of cesium chloride, pos-
sesses an isodensity of 1.43 g/ml
and can be centrifuged through
a mixture of chloroform and octiol

S of density 1.09 g/ml.
Perhaps one of the first and

most important steps in the whole
procedure is careful selection
of host medium. It should be uni-
form and easily infected and re-
plicated. It should yield a high
concentration of virus and as few
other materials as possible that
will interfere with purification.



Tal ves uno de los primeros pasos
-y quizés mis importante- de todo
el procedimiento sea la cuidadosa
seleccién del medio huésped. Debe
ser uniforme y fdcil de infectar y
de producir. Debe producir virus a
altas concentraciones y la menor
cantidad posible de otras sustan-
cias que puedan interferir en la
purificacién. Para la reproduccién
del virus aftoso son preferibles
los cultivos celulares. Su facili-
dad de obtencién junto con el hecho
de que el producto final contiene
pequenas cantidades de otros com-
ponentes son las razones primordia-
les, a las que puede agregarse que
los resultados son generalmente
bien reproducibles y el costo mas
bajo.

Otro importante factor a ser con-
siderado es la seleccidén de la cepa
de virus que se va a cultivar. Aqui
se debe definir que es lo que se
pretende hacer con el producto fi-
nal puesto que si se trata de pre-
parar vacunas, el proceso de selec-
cién es de importancia capital.
Probablemente deba seleccionarse
una cepa que esté causando proble-
mas en el campo.

Cuando se comienza a cultivar,
concentrar y purificar virus aftoso
en sus varios tipos, subtipos y ce-
pas, se pone en evidencia que no
todos los virus poseen las mismas
propiedades y en algunos casos, de-
ben ser estudiados individualmente.
No todas las cepas se reproducen en
altas concentraciones y otras son
dificiles de adaptar a un sistema
celular. Otras no son estables,
tienen tendencia a formar agrega-
dos y no se almacenan muy bien.

En Plum Island el primer virus
utilizado con fines de purificacidn
fue producido en monocapas de célu-
las renales de ternero. Mas recien-
temente se ha desarrollado un méto-
do mas perfeccionado de cultivar

For FMD virus replication, cell
cultures are the preferred host.
Their ease of production, to-
gether with the fact that the
final product has fewer other
constituents are the primary
reasons, along with generally
reproductible results and
lower costs.

Selection of the strain of
virus to be replicated is another
important factor to consider.
Here again, you must define what
it is you expect to do with the
final product and in the case
of compounding vaccines this
selection process 1s paramount.
The strain you select should
probably be the one causing the
problem in the field.

As you begin to propagate, con-
centrate and purify various FMDV

more

types, subtypes and strains 1t
clear that all of the
viruses do not possess the same
properties and in some cases have
to be studied individually. Not
all strains replicate in high
concentrations, are dif -

be comes

some
ficult to adapt to the cell system.
Others are not stable, have ten-
dencies to aggregate and do not
store very well.

At Plum Island the early virus
that was used for purification
purposes was produced in monolayers
of calf kidney cells. More recent-
ly, improved methods of cultur-
ing calf kidney cells in two liter
cylindrical Baxter bottles on a
three tiered roller mill have
been devised using the Brescia
technology. In these racks, nine-
teen bottles are held as a single
unit in a cylindrical wire cage.
The cage is rotated at about 3
rpm an hour for an initial 2 hour
period after which the speed is
somewhat decreased.



células de rinén de ternero en bo-
tellas Baxter cilindricas, de dos
litros, colocadas en triple hilera
en molino rodante, siguiendo la
técnica de Brescia. En estos sopor-
tes, 19 botellas constituyen una
unidad dentro de una jaula de alam-
bre cilindrica. Esta jaula gira a 3
rpm por un periodo inicial de dos
horas y después la velocidad se
disminuye un poco.

Los cultivos alcanzan su con-
fluencia en 4 a 6 dias, dependiendo
de la célula, y en este momento se
retira el medio de cultivo, en el
momento antes de la infeccién. Du-
rante la infeccién, alrededor de 40
ml de medio de cultivo estd presen-
te. Otro factor importante es el
uso de un adecuado medio "buffer"
de crecimiento, necesario para neu-
traliZar la acidez que se produce
durante la infeccién con el virus.
Si esto no se tiene en cuenta, el
dcido liberado puede descomponer al
virus aftoso en su proteina y 4cido
nucleico.

Corrientemente las células que se
usan en Plum Island son las BHK
aisladas por primera vez por Mac-
Pherson y Stoker. Estas células
crecen rdpidamente y toleran la
multiplicacién de muchos virus af-
tosos. Las células BHK crecen en un
medio consistente en solucién de
Eagle purificada, caldo triptosa
fosfato y suero bovino tamponado
con "buffer Tris".

Una vez inoculados los cultivos
con el virus aftoso en 40 ml de me-
dio de crecimiento con “huffer
Tris"™, los liquidos infecciosos se
colectan después de unas 22 horas
aproximadamente, dependiendo del
virus que se estd utilizando y se
trasvasan de las botellas de Baxter
a recipientes de mayor capacidad.
Estos liquidos generalmente contie-
nen entre 108:2 y 1089 ufp/ml por
lo menos para las cepas Ajjg v al-
gunas otras.

The cultures reach confluency
in 4 to 6 days, again, depending
on the cell, at which time the
growth medium is removed just
prior to infection. During infec-
tion only about 40 ml of growth
medium is present. Another impor-
tant factor is to use an adequately
buffered growth medium which is
required to neutralize the acid
produced during virus infection.
If this is not done the acid that
is released will otherwise split
the foot-and-mouth disease virus
into protein and nucleic acid
constituents.

Currently the cell that is
used at Plum Island is the BHK
cell which was first isolated by
MacPherson and Stoker.: This cell
grows rapidly and supports the
multiplication of many FMD viruses.
The BHK cell is grown in a medium
consisting of purified Eagle’'s
solution, tryptose phosphate broth
and bovine serum buffered with
Tris buffer.

After inoculation of the cultures
with foot-and-mouth disease virus
in 40 ml of Tris buffered growth
medium, infectious fluids are
collected after approximately
22 hours, depending upon the
virus that is being propagated.
The virus fluids are then poured
from the Baxter bottles into
larger containers. This fluid
routinely contains about 108-2
to 1089 pfu/ml for at least
virus types A119 and certain
others.

At Plum Island the production
of BHK cells has been scaled up
to a point where we can now ac-
comodate 108 of the cylindrical
cages or a little over 2,000 of
the 2 liter Baxter bottles. Con-
sidering, however, the capacity
of the foot-and-mouth disease
laboratory at Brescia, which
has facilities for 28,000 2 liter



En Plum Island la produccién de
células BHK ha sido programada de
modo que alcanza a un punto tal que
permite acomodar 108 jaulas cilin-
dricas o algo mds que contienen
2.000 botellas Baxter de 2 litros.
Sin embargo, considerando la capa-
cidad de los laboratorios de fiebre
aftosa de Brescia, cuyos equipos
permiten operar con 28.000 botellas
de 2 litros o, considerando la ca-
pacidad de algunos de los estable-
cimientos comerciales de la firma
Burroughs Wellcome para el cultivo
de las células BHK en suspensidn,
Plum Island es un laboratorio pe-
queno. No obstante que las células
BHK han permitido la produccién de
cantidades crecientes de virus,
tanto en monocapas COmo en suspen-
sién, ellas deben ser usadas con
cuidado. Mientras los primeros pa-
sajes en células producen las can-
tidades de virus que se desean, los
pasajes sucesivos pueden fallar muy
gradualmente o en forma brusca; na-
tura lmen te, cuando esto ocurre es
necesario volver a un pasaje ante-
rior en células BHK.

En exper1enc1as de purlflcac1on
en pequena eschla, el virus propa-
gado en cultivo de células BHK pue-
de ser prec1p1tado con la adicién
de metanol. Con este precipitado se
vuelve a hacer una suspensién antes
de centrifugar. Después, los liqui.
dos sobrenadantes se decantan cul-
dadosamente y los sedimentos del
fondo de las botellas se mezclan.
Se agrega "buffer Tris" junto con
EDTA. Los sedimentos se lavan suce-
sivamente con butanol y cloroformo
y se recentrifuga en una ultracen-
trifuga empleando gradientes de
densidad. Més recientemente se de-
mostré que el polietilenglicol o Car
bowax es un buen precipiltante para
el virus aftoso. Se clarifica el
liquido de cultivo de tejido infec-
cioso con la adicidén de polietilen-
glicol en concentracién a 6% peso/

bottles or, considering the capaci-
ty that some of the Burroughs-
Wellcome commercial establish-
ments have for propagating the
BHK cell in suspension, Plum
Island is small. While BHK cells
have permitted the production
of increasing amounts
both on monolayer and in sus-
pension, they must nevertheless
be used with caution. While early
cell passages produce the desired
quantities of virus, successive
passages may very gradually or
suddenly fail to do so and, of
course, when this occurs 1t 1is
necessary to return to an earlier
BHK cell passage.

In small scale purification
experiments the tissue culture
propagated BHK cell virus can
be precipitated by the addition
of methanol. This methanol pre-
cipitate is then resuspended prior
to centrifuging. Afterwards the
supernatant fluids are carefully
decanted. Pellets at the bottom
of the bottles are pooled. Tris
buffer is added together with
EDTA. The pellets are successively
washed and the pellet 1is then
mixed with butanol and chloroform
and recentrifuged in an ultra-
centrifuge using density gradients.
More recently it has been shown
that polyethylene glycol or carbo-
wax is found to be an efficient
precipitant for foot-and-mouth
disease virus. The infective
tissue culture fluid is clarified
in polyethylene glycol added
to 6% welght/volume concentra-
tion. The precipitates are col-

of virus

‘lected and resuspended in 1/10th

the original volume and repre-
cipitated with 6% polyethylene
glycol. The second precipitate is
resuspended to 1/60th of the
original volume. The virus 1is
purified from these concentrates
by 2 cycles of cesium chloride



volumen. Se recogen los precipita-
dos y se resuspenden a 1/10 del vo-
lumen original y se precipita con
polietilenglicol a 6%. El segundo
precipitado es resuspendido a 1/60
del volumen original. Partiendo de
estos concentrados se purifica el
virus a través de dos ciclos de ul-
tracentrifugacidén con gradiente de
densidad de cloruro de cesio. El
virus purificado por estos medios
es luego caracterizado fisicamente
por ultracentrifugacién analitica y
espectroscopia. La precipitacién
preliminar de la concentracién del
virus aftoso empleando polietilen-
glicol, en nuestras experiencias,de-
mostré ser un procedimiento simple vy
rapido para el aislamiento inicial
de antigenos de la fiebre aftosa.
Mediante el uso de todos estos pro-
cedimientos de purificacidn surge
que cada tipo del virus aftoso y po-
siblemente subtipo, aun cuando es
clasificado como el mismo virus,
tiene un comportamiento diferente
durante la purificacidén y el alma-
cenaje y es capaz de mantener pro-
piedades diferentes cuando se usa
en diversos experimentos inmuno-
quimicos. 7

Para finalizar, me gustaria enu-
merar tanto las ventajas como las
desventajas de un antigeno del vi-
rus aftoso concentrado y purifica-
do y espero escuchar luego algunas

discusiones sobre este asunto.
Ventajas

1. Cuantificacién fdcil y exacta.
2. Libre de reacciones alérgicas.
3. Permite cuantificacién de tipos.
4. Voldmenes menores.

5. Util en porcinos.

6. Almacenaje.

Desventajas
1. Dificultades técnicas.

2. Costo.
3. Riesgo de degradacién y agrega-
cién.

density gradient ultracentrifuga-
tion. Virus is purified by this
mean then physically characterized
by analytical ultracentrifuga-
tion and spectroscopy. The pre-
liminary precipitation of con-
centration of foot-and-mouth
disease virus by the use of poly-
ehtylene glycol has proven, in
our hands, to be a simple and
rapid procedure for initial 1sola-
tion of foot-and-mouth disease
antigens. Through the use of
all of these purification pro-
cedures it appears that each
foot-and-mouth disease virus
type and possibly subtype, al-
though classified as the same
virus, behaves distinctly during
purification and storage and 1t
is likely to retain distinct
properties when used in various
immunochemical experiments.

In closing I should like to
list the advantages and dis-
advantages of a concentrated and
purif ied FMDV antigen and hope
to hear some discussion of the
subject afterwards.

Advantages

1. Easily and accurately quanti-
tated.

2. Free of allergic reactions.

3. Allows quantitation of types.

4. Smaller volumes.

5. Useful in swine.

6. Storage.

Disadvantages

1. Technical difficulties.

2. Expense.

3. Risk of degradation and
gregation.

ag-
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